(12) NACH DEM VERTRAG USER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTUCHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fOr geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Verofrentlichungsdatum 
29. Mfirz 2001 (29.03.2001) 




PCT 



II 



(10) Internationale VerdfTentiichungsnummer 

wo 01/21660 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation^: 
7/08, A61P 37/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



C07K 14/705, 



PCT/EPOQ/09241 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

21. September 2000 (21.09.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerSfTentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Bno|?2tat: 

991186303 i/ Al. September 1999 (21.09.1999) EP 
99118631.3 ^ 21. September 1999 (21.09.1999) EP 

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von 
USJi AFFINA IMMUNTECHNIK GMBH [DE/DE]; 
Volmerstiasse 5, 12489 Berlin (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US)i RONSPECK, Wolf- 
gang [DE/DE]; Mainzer Strasse 25, 10715 Berlin (DE). 
KUNZE, Rudolf [DE/DE]; Hessenhagen 2, 17268 
Stegeiitz (DE). WALLUKAT, Gerd [DE/DE]; Wolkenste- 
instrasse 4, 13129 Berlin (££). DIERENFELD, Manuela 
[DE/DE]; WUdrosenstrasse 1« 15827 Blankenfelde (DE). 



(74) Anwalte: MEYERS, B[ans-Wilbelm usw.; Postfach 10 22 
41, 50462 K61n (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU. AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA^ CH, CN, CR, CU. 
CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KR KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT. LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, FT, RO. RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARJPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS. MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY. KG, KZ, MD, RU, TJ, TM). 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR. GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF, BJ, CP, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD,TG). 

Verdffentlicht: 

— Mit intemationalem Recherchenbericht. 

— Vor Ablauf der fur Anderungen der AnsprQche geltenden 
Frist; Veroffentlichung wird wiederholi, falls Anderungen 

eintreffen. 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Artfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



f-H (54) Title: PEPTIDES FOR COMBATING THE AUTOANTIBODIES THAT ARE RESPONSIBLE FOR DILATAIIVE CAR- 
^ DIOMYOPATHY (DCM) 

^ (54) Bezeichnung: PEPTIDE GEGEN DCM HERVORRUFENDE AUTOANTIKORPER 
VO 

(57) Abstract: The invention relates to peptides for combating the autoantibodies that have a causal padiological relationship with 
^ dilatative cardiomyopadiy (DCM). Said peptides can be e.g. bonded to a solid fdiase. Said autoantibodies can be eliminated by 
1^ treating the blood of patients with DCM with the inventive p^tides: 

^ (57) Zusammenfassung: Es werden Peptide beschrieben, die Autoantik5rper, die mit Dilatativer Cardiomyopatiue (DCM) in kausal 
pathologischer Verbindung stehen. Die Peptide konnen z3. an eine feste Phase gebunden w^den. Durcfa Bc^iandlung von Blut der 
^ Patienten mit DCM und den eifindungsgemSfien Peptiden, kdnnen Autoantik&iper entfemt werden. 
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Peptide qeoen PCM hervorrufende Autoantilcorper 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide gegen DCM hervorrufende 
Autoantikorper, Arzneimittel enthaltend diese Peptide, Verwendung der Pepti- 
de, Verfahren zur Behandlung von mit Bi-adrenerg alctiven Autoantilcorpern in 
Verbindung stehenden Erlcranl<ungen sowie eine Vorrictitung zur Immunad- 
sorption, enthaltend die an eine Festphase gebundenen Peptide. 

Das Immunsystem ist ein essentieller Bestandtei! bei alien tierischen Lebewe- 
sen. Bei den Saugetieren dient es insbesondere zur Abwehr von l^lkroorganis- 
men, zur Geweberegeneration und zur Vernichtung von Tumorzellen. In der 
klassischen Immunologie wird unterschieden zwischen einer zellularen und 
einer humoralen Immunabwehr. Darunter versteht man zwei unterscheidbare 

aber miteinander kooperierende Systeme, die letztlich das Immunsystem dar- 
stelien. 

Es existieren eine Reihe von Krankheiten, die auf Grund ihrer Pathogenese als 
Autoimmunerkrankungen angesehen werden. Bei solchen Krankheiten richtet 
SEch das Immunsystem der Betroffenen gegen eigene Organe, Gewebe, Zellen 
Oder Proteine u.a. Molekule. Zu den vorwiegend zellvermitteiten Autoimmun- 
erkrankungen gehoren Multiple Sklerose und Diabetes (Typ I). 

Eine zweite Gruppe bilden die vorzugsweise antikorpervermitteiten Autoim- 
munerkrankungen- Zu Ihnen zahlen belspielsweise Rheuma, die seltener vor- 
kommenden Autoimmunerkrankungen wie Myasthenia gravis Oder Lupus e- 
rythematodes und neuerdings auch die Diiatative Cardiomyopathie (DCM). 

Die Pathogenese der meisten Autoimmunerkrankungen ist unbekannt. Es gibt 
verschiedene Hypothesen und Modelle, wie man die Entstehung von Autoim- 
munerkrankungen erkiaren kann. Ein Erklarungsmodell stellt das antige- 
ne/molekulare Mimikry dar. Hierbei geht man davon aus> dass Mikroorganls- 
men, z.B. Viren oder Parasiten, sich mit bestimmten MolekQIen ausstatten, die 
Z.B. wirtseigenen Strukturen tauschend ahniich oder sogar teilweise mit ihnen 
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identisch sind und folglich vom Immunsystem des Wirtes nicht erkannt wer- 
den. 

Werden sie allerdings als fremd erkannt und werden gegen sie Antlkorper 
produziert, erkennen diese Antlkorper dann korpereigene, ahnllche Strukturen, 
mit der Foige, dass das Immunsystem und das Komplementsystem aktiviert 
werden. Dieses lost. dann vor Ort pathologische Reaktionen Im Gewebe - z.B. 
chronische Entzundungen - aus oder aber es kommt zu elner pathologischen 
Fehlfunktion der Zellen, an denen die Autoantikorper gebunden haben. 

Als ein herausragendes Beispiel hierfur kann die Dllatative Cardlomyopathie 
gelten. Bel dieser Autolmmunerkrankung bildet der Organlsmus fehlerhaft 
Autoantikorper^ die an definierte Bereiche des Pi-adrenergen Rezeptors bin- 
den. Diese Bereiche beflnden sich auf dem ersten und zweiten Loop von insge- 
samt drei extrazellularen Loops des pi-adrenergen Rezeptors. 

Solciie Autoantikorper, die In der Lage sind, an diese Bereiche zu binden, er- 
zeugen in bioiogischen Tests an Ratten-Cardiomyozyten in der Zellkultur 
(diese Zeilen haben einen nahezu identischen Pi-adrenergen Rezeptor auf der 
Oberfl^che) eine Erhohung der Pulsationsrate. Man spricht hier von einer. 
pharmakoaktiven, dem Adrenalin ahnllchen WIrkung der Autoantikorper. Die 
Autoantikorper, die gegen die Epitope auf den Loops 1 und 2 des Pi- 
adrenergen Rezeptors gerichtet sind, werden vor allem be! Patienten mit DCM 
beobachtet. Gelegentlich werden sotche Autoantikorper auch bei Patienten mit 
Herzrythmusstdrungen und Myocarditis beobachtet. 

Die Dllatative Cardlomyopathie 1st eine Autolmmunerkrankung, die unbehan- 
deit zu elner starken Beelntrachtigung der Herzleistung - Reduktion der 
Pumplelstung bei gleichzeltlger Ausdehnung des Herzniuskeigewebes durch 
Infiltrate - und zur Herztransplantation oder zum Tod fuhrt. 

Werden allerdings dem Patienten durch eine Blutwasche die Antlkorper aus 
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dem Blut entfemt, kommt es im Laufe eines Jahres zu einer Regeneration des 
Herzmuskels und zu einer drastischen Verbesserung der Herzmuslcelleistung, 
die beinahe wieder die Werte von gesunden Personen eireicht. 

Bei Patlenten mit DCM lasst sich aus dem Plasma eine Immunglobulinfraktlon 
isolieren, weiche die spezifische Autoantikorper enthalt, die an den pi- 
adrenergen Rezeptor binden und daruber die Zelle aktivieren. FQgt man der 
Zellkultur von Rattencardiomyocyten Peptide des pi-adrenergen Rezeptors 
liinzu, weiche die Bindungsstelle fur die Autoantikorper darstellen, lasst sich 
der pathologische Effekt der Immunglobulinfraktlon aufiieben. 

Werden dieselben Peptide, weiche den nativen Sequenzen entsprechen an eine 
Festphase gekoppelt, sind sie nicht In der Lage, aus dem Blutplasma eines 
Patienten die beschriebenen Autoantikorper zu binden und zu eliminieren. D.h. 
das Peptid, die der nativen Sequenz der Si-adrenergen Rezeptors entsprechen 
und Bindungsstellen fQr die beschriebenen pathologischen Autoantikorper 
darstellen nicht fur die Immunadsorption zu verwende sind. 

Ein der Erfindung zu Grunde liegendes technlsches Problem besteht darin. 
Peptide bereltzustellen, die pathologische Autoantikorper, die gegen funktio- 
nelle Epitope gerichtet sind aus dem Blut oder Plasma von Patienten mit positi- 
vem Antikorperstatus oder DCM erkennen, binden und eliminieren und wobei 
die Peptide glelchzeitig neben dem jeweils die Antikorperwirkung neutralisie- 
renden Epitope noch Aminosauresequenzen enthalten, die eine BIndung der 
pathologischen Antikorper ermdglichen. 

Geldst wird das Problem uberraschenderweise durch Peptide mit der 
Aminosauresequenz 

X01-X02-X03-G-X04-X05-X06-X07-X08-X09-W-X10-X11-X12 
wobei 
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XOl = Aminogruppe, Acetylgruppe, Blotingruppe, Fluoreszenzmarker, Spacer, 
Linker oder Deletion 

X02 = D,G,E,T, S Oder Deletion, 

X03 = W,Y,F,G,T 

X04 = T,S,A,G 

X05 = L,F,Y,W 

X06 = V,I,W,F,Y 

X07 = S,A,C 

X08 = G,D,E,N,Q 

X09-= F,L,IX 

XIO = E,Q,T,S,L 

XI 1 = Y,F,T,S,W 

X12 = Amid, die freie Saure, GKK, oder ein Spacer ist 
und Peptide mit der Aminosauresequenz 

X01-X02-W-X03-R-X04-X05-X06-X07-X08-E-A-R-X09-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-^ 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Aminosaure, Peptid, Acetylgruppe, Biotingruppe, Fluores- 
zenzmarker. Spacer, Unker oder Deletion 

X02 = H, E,Q, 

X03 = H, F, Y, W 

X04 = A, V 

X05 = G, T, E, S, D, N 
X06 = S, H, A 
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X07 = D, N ,Q, E 

X08 = G, A, Oder eine Deletion 

X09 = N, R 

XIO = S, T, C, M 

Xll = H F, W, Y 

X12 = A, D, N, S 

X13 = D, N 

X14 = E, P 

X15 = R, K, T 

X16 = S, T, C, M Oder eIne Deletion 

X17 = Amid, die freie Saure GKK, SGKK oder ein Spacer ist. 

Insbesondere werden erfindungsgemaBe Peptide mit der folgenden 
AminosSuresequenz eingesetzt: 

X01-X02-X03-G-X04-X05-X06-X07-X08-X09-W-X10-X11-X12 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Acetylgruppe, Biotlngruppe, Ruoreszenzmarker, Spacer, 
Linker oder Deletion 

X02 = D,E,T, Oder Deletion, 

X03 = W,Y,T 

X04 = T,S, 

X05 = L,F, 

X06 = V,F, 

X07 = S, 
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X08 = G,D,E, 
X09 = FX, 
XIO = E,Q,T,L 
Xll = Y,T,S, 

X12 = Amid, die frele Saure, GKK, oder ein Spacer ist, 
und Pi .ide mit der AminosSuresequenz, 

X01-H-W-X03-R-A-X05-S-D-X08-E-A-R-R-S-Y-X12-D-P-X15-X16-X17 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Amfnosaure, Peptid, Acetylgruppe, Biotingruppe, Fluores- 
zenzmarker. Spacer, Linker oder Deletion 

X03 = Y, W 

X05 = T, E, 

X08 = G, Oder eine Deletion 
X12 = A, N, 
X15 = K, T 

X16 = S, Oder eine Deletion 

X17 = Amid, c- freie Saure GKK, SGKK oder eIn Spacer ist. 

Insbesondere bevorzugt werden die folgenden Peptide eingesetzt, die ausge- 
wShlt sind aus der Gruppe 

-TGSFFSELWTSR2, 
EYGSFFSELWTSR^ 
TYGT1_FSDFWI-SR2, 
DWGTLVSGFWEYR2, 
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DWGTLFSDFWQTR^, 

wobei r2 ein Saureamld, eine freie Saure oder GKKR^ bedeutet und wobel 
ein Saureamld oder eine freie Saure 1st, 

mit der l^laSgabe, dass pro Aminosaureposition In der Sequenz maximal ein 
nlchtkonservativer Aminosaureaustausch vorgenommen wlrd, wobei unter 
nichtkonservativem Austausch ein Austausch von Aminosauren zwischen den 
nachstehend genannten Gruppen verstanden wir: 

Gruppe I: Leu, He, Val, Met, His, Trp, Tyr, Phe, 
Gruppe II: Glu, Gin, Asp, Asn, 
Gruppe III: Ser, Thr, Cys, Gly, Ala, Pro, 
Gruppe IV: . Lys, Arg, 

und 

Peptide ausgewahit aus der Gruppe 

HWWRAESD-EARRSYNDPK-R2, 
HWYRATSDGEARRSYADPTSR^, 

mIt der MaBgabe, dass pro Aminosaureposition in der Sequenz maximal zwei 
nichtkonservative Aminosaureaustausche vorgenommen werden, wobel unter 
nichtkonservativem Austauscii ein Austausch von Aminosauren zwischen den 
nachstehend genannten Gruppen verstanden wir: 

Gruppe I: Leu, He, Val, Met, His, Trp, Tyr, Phe, 

Gruppe II: Glu, Gin, Asp, Asn, 

Gruppe III: Ser, Thr, Cys, Gly, Ala, Pro, 

Gruppe IV: Lys, Arg. 
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Insbesondere bevorzugt werden die folgenden Peptide: 

TGSFF SELWT SGKK-amid oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 1) 
E YGSFF SELWT SGKK-amid Oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 2) 
T YGTLF SDFWL SGKK-amid oder freie Saure, (Seq. Id. Nr.3) 

His-Trp-Trp-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Ser-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys- 
Amid Oder freie Saure, (Seq. Id. Nr.4) 

Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Amid oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 5) 

D WGTLV SGFWE Y amid oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 6) 

D WGTLF SDFWQ TGKK amid Oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 7) 

H WYRAT SDGEA RRSYA DPTSG KK-amid Oder freie Saure, (Seq. Id. Nr. 8) 

HWWRAESDEARRSYNDPKC-amId oder freie SSure, (Seq. Id. Nr. 9) 

Oder die jewells N-terminal acetyllert sind, 

handeit. 

Der Faclimann weiB, dass bei Peptiden oder Protelnen Aminosaurepositlon 
konservativ ausgetausclit werden Iconnen, ohne die Funktion zu beelntrachti- 
gen. Im vorllegenden Fall wird unter „konservatlvem'' Austausch ein Austausch 
der Aminosauren innerhalb der nachstehend aufgefQhrten Gruppen verstan- 
den: 

Gruppe I: Leu, He, Val, Met, His, Trp, Tyr, Phe, 
Gruppe II: Glu, Gin, Asp, Asn, 
Gruppe III: Ser, Thr, Cys, Gly, Ala, Pro, 
Gruppe IV: Lys, Arg. 

Die erfindungsgemaBen Peptide werden insbesondere von Antikorpem von 
Patienten mit Dilatativer Cardiomyopathie gebunden. 
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ErfindungsgemaB konnen als Linker aile Strukturen, die zu diesem Zweck ver- 
fOgbar sind, eingesetzt werden, solange diese nicht negativ mit dem Bin- 
dungsverhalten der Peptide gegenuber den Antikdrpem interferieren. Ein Lin- 
ker ist ubiiclierweise eine chennische Verbindung, welclie mindestens eine 
Verknupfungssteile (funktionelle Gruppe) an einer ansonsten funktionslosen 
polymeren l^atrix bereitstellt. 

Die Verknupfungssteile dient zur Kopplung eines Uganden oder eines Spacers 
und korrespondiert mit den ciiemisclien Eigensciiaften des Liganden oder 
Spacers. Diese Verkniipfung ist in Abliangigkeit von der Art des Unkemnolekuls 
stabil Oder spaltbar. 

Ein Ligand ist iibliclierweise eine Verbindung mit einer besonderen Eigenscliaft. 
ErfindungsgemaB bevorzugt handeit es sich um ein Peptid, welches in der Lage 
ist, spezifiscii einen Autoantikorper zu binden, der eine adrenerge Wirkung 
besitzt und gegen den Bi-adrenerger-Rezeptor des Herzmuskels gerichtet Ist. 

ErfindungsgemaB werden die foigenden Linker bevorzugt eingesetzt: 

a-Aminocarbonsauren sowie deren Homo- und Heterooligomere, a,©- 
Aminocarbonsauren sowie deren verzweigte Homo- oder Heterooiigomere, 
sonstige Aminosauren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder Hete- 
rooiigomere (Peptide); Amino-oligoalkoxy-alkylamine; l^aleinimidocarbonsau- 
re- Derivate; Ollgomere von Alkyiaminen; 4-Alkylphenyl-Derivate; 4- 
Oligoalkoxyphenyl- oder 4-Oligoalkoxyphenoxy-Derivate; 4- 
Ollgoalkylmercaptophenyl- oder 4-Oligoalkylmercaptophenoxy-Derivate; 4- 
Oligoalkylaminplienyl- oder 4-Oligoalkylaminyphenoxy-Derivate; 

(Oligoalkylbenzyl)-phenyl- oder 4-Oligoalkylbenzyl)-phenoxy-Derivate sowie 
,4-Oligoalkoxybenzy!)-phenyl- oder 4-Oligoalkoxybenzyl)-phenoxy-Derivate; 
Trityl-Derlvate; Benzylxyaryl- oder Benzyloxyalkyl-Derivate; Xanthen-3-yl- 
oxyalkyl-Derivate; (4-Alkylplienyl)- oder co-(4-Alkylpiienoxy)-alkansaure- 
Derlvate; Oiigoalkyl-phenoxyalkyi- oder Oligoalkoxy-piienoxyalkyl-Derivate; 
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Carba mat- Deri vate; Amine; Triaikylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate; 
AlkyI- Oder Aryl-Derivate und Komblnationen davon. 

Zum Einsatz der erfindungsgemaSen werden diese insbesondere an eine Fest- 
pliase gebunden Vorzugsweise erfolgt die Bindung der Peptide iiber einen 
Spacer an die Festphase. Als Spacer kommen praktisch alle fur diese Funktion 
geeigneten cliemischen Verbindungen oder Gruppen in Betracht, so lange sie 
nicht das Bindungsverhalten so negativ beelnflussen, dass eine Bindung des 
Antikdrpers mit dem Peptid verhindert oder wesentlich beeintrachtigt wird. 

Ein Spacer 1st ubiiclierweise eine Verbindung, die falls notig zwischen Ligand 
und Linker eingebaut wird und dazu dient, den Liganden im fiir die Bindung 
des Autoantikorpers richtigen Abstand und richtlgen raumlichen Lage zu positl- 
onieren. Spacer sind MolekCile mit mindestens zwel chemlsch aktiven Gruppen 
(funktionelle Gruppen), wovon eine Gruppe an das Linkermolekiil bindet und 
mindestens eine zwelte funktionelle Gruppe die Bindung zu einem Uganden 
herstellt. Durch die Auswahl des Spacers kann je nach Bedarf eine Erhohung 
der Flexibllitat sowie eine Verbesserung der Zuganglichkelt als auch eine ge- 
rlchtete Anordnung der Uganden und Erhohung der LIgandendlchte auf der 
Oberfiache erreicht werden. 

Spacer sind z.B. co-Amlnocarbonsauren sowie deren Homo- und Heteroollgo- 
mere, a,G>-Amlnocarbonsauren sowie deren verzweigte Homo- oder Heterooli- 
gomere, sonstige Aminocarbonsauren sowie deren llneare und verzweigte 
Homo- Oder Heteroollgomere, Maleinimidocarbonsaurederivate, Hydroxycar- 
bonsaurederivate, Dicarbonsaurederlvate, Diaminderivate, Dihydroxyalkylderi- 
vate und Hydroxyalkylaminderivate. Vorzugsweise werden r>1ono- oder Dioli- 
gomere von p-Alanin oder to-Aminohexansaure und verzweigte Mono- oder 
Dioligomere von Lysin oder Ornithin verwendet. Dem Fachmann 1st die Tech- 
nologies in der Peptide an feste Phasen verankert werden konnen, an sich 
bekannt. 
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In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung, werden die erfindungsgema- 
Ben Peptide als Arzneimittel eingesetzt. 

Bel dieser Konzeption werden Peptide In einer besonderen Weise so verandert 
(z.B. durch Zyklisierung), dass sie durcli Serumproteasen nicht zerstort wer- 
den l<6nnen und in Losungen Antikorper binden. Auf diese Weise kann eine in 
vivo-Neutralisation der Antikorper stattfinden. In dem man die entsprechend 
aufbereiteten Peptide intravenos verabreicht. Die Peptide sind hier als Arznei- 
mittel auftufassen. Ihre Entwicklung leitet sich direkt aus den die antlkSrper- 
blndenden Peptiden, welclne saulenmatrixfixiert sind, ab. 

Die Menge der zu verabrelciienden Peptide hangt dabei von Ihrem l^olekular- 
gewlcht (also ihrer GroBe) sowie von der Konzentration von In der Blutbahn 
und anderen Kompartimenten errelchbaren Autoantikorpern ab. Nach bisherl- 
gem Kenntnisstand bewegen sich die Mengen von Autoantikorpern in pg und 
ng-Bereich. Eine Menge zwischen 1-5 pg Peptid sollte ausreichen die vorhan- 
denen Antikorper zu binden und diese einer Elimination als Immunkomplex 
entsprechend der natQrIichen Clearencemechanismen zu zufuhren. In der 
Folge kann das niedrlger doslert werden, mussen doch nur nachgeblldete Anti- 
korper eliminlert werden. 

Prinzipiell sind auch hIer andere Darreichungsformen mogllch. Bel Anwendung 
entsprechender galenlscher Verfahren sollte eine Resorption von pi- 
antlkomerbindenden Peptiden erreicht werden Hier wSren die Dosierungen 
dann vorzugsweise etwa urn den Faktor 10 bis 20, hoher. 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen zur Herstellung eines Arzneimlttels zur 
Behandlung mit von mit Pi-adrenerg aktiven Autoantikorpern in Verbindung 
stehenden Erkrankungen, Insbesondere Dilatatlve Cardlomyopathle, Bluthoch- 
druckerkrahkungen und eine durch Trypanosoma cruzl induzierte Form der 
Cardlomyopathie eingesetzt werden. Neben der Dllatativen Cardiomyopathle 
existleren noch eine Reihe von Erkrankungen, die den Autoimmunerkrankun- 
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gen zugeordnet werden konnen und die ahnllchen Pathomechanismen unter- 
liegen. Fur die Praelclampsie und bestimmte Formen des malignen Bluthoch- 
drucks warden ebenfalls Autoantikorper beschrieben, welchie durch eine Sti- 
mulation des Angiotensin-Rezeptors bzw. des ai-Rezeptors von Zellen zu 
deren Uberaktivierung beitragen und die an der Entstehung von definierten 
Kranklieitsbildern beteiiigt sind. Die Anwendung von Peptiden zur Elimination 
von diesen speziellen Autoantikorpern bzw. zur in vivo-Neutralisation der Au- 
toantikorper 1st hier in Analogie zur Dllatativen Cardlomyopathie zu sehen. 

ErflndungsgemaB beansprucht wird ein Verfahren zur Behandlung von mit Pi- 
adrenerg aktiven Autoantikorpern In Verblndung stehenden Erkrankungen 
durch Entfemung der Autoantikorper mittels von an eIne Festphase gebunde- 
nen Peptiden. Dies kann vorteilhafterweise mit einer erfindungsgemSBen Vor- 
richtung zur Chromatographic enthaltend die an eIne Festphase gebundenen 
erfindungsgemSBen Peptide erfolgen. 

Die Peptide befinden sich festphasenfixlert, z.B. an Sepharose, In einem ge- 
schlossenen, stetilen BehSlter, der in der Regel zwischen 5 und 250ml Volu- 
men hat. In diesem Sterllraum flieBt das Blutpiasma der Patlenten, von dem 
zuvor die Zellen durch eine medizintechnische Apparatur entfemt worden sind, 
iiber bzw. durch die Adsorptionsmatrlx, d. h. die peptidbeschichteten Sepharo- 
se-Oberfiache. Hierbei kommt es zu eIner Bindung der pathologischen Autoan- 
tikorper an die Peptide, welche Regionen des Pi-adrenergen Rezeptors simu- 
lieren. Sofern geeignete Adsorptionsmatrices eingesetzt werden, kann auf eine 
vorherige Abtrennung der Zellen verzlchtet werden. 

Die restlichen Bestandteile des Blutplasmas oder Blutes, so auch alle notwen- 
digen und nutzlichen Immunglobuline veriassen dann die Saule und werden 
dem Patlenten wieder in die Blutbahn gegeben. Diese Vorrichtung zur extra- 
korporalen Therapie ist Stand der Technik so welt es dabel um eine unspezifi- 
sche Elimination von Plasmaproteinen oder Immunglobulin geht. 
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Die erfindungsgemaBe Einrlchtung bedlent sich der Peptide, die vom pi- 
adrenergen Rezeptor abgeleitet worden sind, urn die klelne aber pathologisch 
relevante Autoantilcorperfralction aus dem Plasma zu entfernen. 

Nach dem Durchfluss einer bestimmten Menge an Blutplasma l<ann der 
Blutplasmastrom auf eine zwelte technisch identische SSule umgeleltet wer- 
den, wahrend die erste SSule regeneriert wird. D. h. die beladenen Antikorper 
werden vom Peptid abgetrennt und verworfen, indem verschiiedene Spul- und 
Elutionslosungen, vorzugsweise physiologlsclier Kochsalzlosung mit jjnd oline 
zusatzliche Pufferung beispielsweise durch Pliospiiat, Glycin oder Citrat und 
einen pH-Bereich von pH 2 bis pH 7,5 verwendet werden. Die auf diese Weise 
wieder regenerierte Saule steht anschlieSend erneut fur die Bindung und Eli- 
mination der pathologischen Autoantikorper aus dem Blutplasma des Patienten 
zur Verfiigung. Dieses Doppelsaulenprinzip hat sich bewahrt und wird Immer 
dort angewendet wo eine Regeneration der SSule erforderlich ist. 

Eine zweite Variante der Anwendung von Peptiden zur Elimination pathologi- 
scher Autoantikorper beinhaltet die Verwendung von Einmalsaulen. Bei diesen 
Saulen befindet sich soviel Peptid auf der Festphasenmatrix, dass in einer 
mehrstiindigen Behandlung groBe Telle der Autoantikorper aus dem Plasma 
entfernt werden konnen. Der Vorteil llegt hier In dem Verzlcht auf die zeitauf- 
wendige und umstandliche Regeneration der Adsorptionsmatrlx. 

Eine dritte Variante der Behandlung von DCM-Patienten durch Elimination 
pathologischer Antikorper aus dem Blutplasma liegt in der Verwendung von 
Saulen, bei denen aufgrund Ihrer Beschaffenheit eine vorherige Trennung von 
Plasma und Blutzellen nicht erforderlich Ist. 

FCir die Verwendung der Saulen sind technische Vorrlchtungen erforderlich, 
welche durch verschiedene Schlauche, Pumpen, Monitore und andere Uberwa- 
chungsysteme einen der Behandlung adaquaten Blut- bzw. Plasmazufluss und 
-durchfluss garantieren. 



wo 01/21660 



PCT/EPOO/09241 



- 14 - 



Ausfiihrungsbeispiel 
1. Peptide 

Die riachstehenden zwei Peptide wurden an quervernetzten Agarose- Beads, 
Sepharose 4B als Festphase immobilisiert. 



Als Fullmatrix diente Sepharose CL4B,Aus den beiden PeptldmatrizeS und der 
Fiillmatrix wurde eine Affinltatschromatographlesaule hergestellt und diese mit 
Humanplasma ais Probe auf ihre Funktlon, der Entfemung von DCM assoziler- 
ten Autoantikdrpem aus Humanplasma, gepruft. 

2. Immobilisierung der Peptide 

Zur Immobilisierung an einer Festphase wurden die Peptide zu einer Konzent- 
ration von 2 mg/mL in Kopplungspuffer (0,5 M NaCI, 0,1 M NaHCOa pH 8,3) 
gelost und mit gewaschener und CNBr voraktivierter Sepharose 4B gemischt. 
Nach Beendigung der Kopplungsreaktlon wurden die Peptidmatrizes mit Kopp- 
lungspuffer gewaschen und die uberschussigen CNBr-Gruppen inalctiviert. 

Die Peptidbeladung der Matrlzes wurde photometrisch diirch Differenzbildung 
der eingesetzten Peptidmasse vor und der nlcht-immobilisierten Peptidmasse 
nach der Kopplung bestimmt. 

Die Matrlxbeladung mit Peptid 1 betrug 2,0 mg Peptid/ml Matrix. Die l^latrlx- 
beladung mit Peptid 2 betrug 1,8 mg Peptid/ml Matrix. 

Zur Herstellung der Affinitatschromatographiesaule wurden Peptldmatrix 1 und 
Peptidmatrix 2 Im Verhaltnis 1 : 1 gemischt und diese MIschung Im Verhaltnis 
1 : 5 mit Fullmatrix versetzt. Das Gesamtvolumen der Matrix fur die Affini- 
tatschromatographiesaule betrug 100 ml. 



Peptid 1: 
Peptid 2: 



TGSFFCELWTSGKK 
HWWI^ESDEARRSYNDPKC 
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3. Entfernung DCM-assoziierter Autoantlkorper aus Humanplasma 

Die oben beschrlebene Affinitatschromatographiesaule wurde an zwei DCM- 
erkrankten Personen mit positivem Nachweis von DCM-assozilerten Autoanti- 
korpern auf Ihre Funktion getestet- 

Vor Anwendung mussen die Personen mit Antikoagulantien wie Heparin, Hiru- 
din Oder CItrat behandelt werden. 

Dafiir wurde aus dem empfohlenen Konzentrationsbereich von 1500 bis 3000 
Einheiten ein Boius Heparin von 2000 Einheiten zur intravenosen Verabrei- 
chung gewahlt. Wahrend der Anwendung wurde aus dem empfohlenen Kon- 
zentrationsbereich von 250 bis 750 Einheiten Heparin pro Stunde eine Dosis 
von 500 Einheiten Heparin pro Stunde zur intravenosen Verabreichung ge- 
wShlt. 

Das Blut wurde in einen Separator geleitet, in dem die Trennung der zellularen 
Bestandteile des Blutes vom Blutplasma erfolgte. Das Plasma der DCM- 
autoantil<6rper-positiven Personen wurde uber die afflnltStschromatographi- 
sche Saule geleitet. Das Volumenverhaltnis der Affinitatsmatrix zu Plasma 
betrug zwischen 1 : 6 bfs 1 : 10 fiir die durchgefuhrten affinitatschroma- 
tographischen Saulenlaufe. Insgesamt wurden 20 solche Reinigungszyi<len 
durchgefiihrt, wobei nach jedem Zyklus das behandelte Plasma den Personen 
zusammen mit den zellulSren Bestandtellen des Blutes reinfundiert wurde. Die 
Gesamtzahl der Reinigungszyklen von 20 ergibt sich aus 4 Reinigungszykien 
pro Anwendungstag bei insgesamt 5 Anwendungstagen. 

4. Quantitativer Nachweis der DCM-assoziierten Autoantikorper 

Der quantitative Nachweis der DCM-assoziierten Autoantikorper erfolgte aus 
Plasmaproben der an DCM-erkrankten Personen, die vor und nach der Anwen- 
dung an jedem Behandlungstag gevyonnen wurden. Der Nachweis der DCM- 
assoziierten Autoantikdrper (Antikdrper gegen den 6i adrenergen Rezeptor) 
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erfolgte nach Wallukat, G., Wollenberger, A., Morwinski, R. and Pitschner, H.F. 
(1995).- Anti-Pi-adrenoceptor antibodies with chronotropic activity from the 
serum of patients with dilated cardiomyopathy: mapping of epitopes In the first 
and second extracellular loops. J. Mol. Cell. Cardiol. 11, 397-406. 

5. Ergebnisse der Entfernung DCM-assoziierterAutoantikdrper aus 
Humanpiasma 

Fur Person 1 mit AutoantikSrper, die bevorzugt Peptid 1 binden, wurde nach 
Beendlgung der Gesamtanwendung eine Reduktlon des Autoantlkdrpers auf 
12% des Ausgangswerts erreicht. 

Fiir Person 2 mit Autoantlkdrper, die bevorzugt Peptid 2 binden, wurde nach 
Beendlgung der Gesanrttanwendung eIne Reduktlon des Autoantlkdrpers auf 
5% des Ausgangswerts erreicht. 

Die Ergebnisse fiir die Gesamtanwendung sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Bel beiden Personen waren die Konzentrationen welterer Plasmaparameter wie 
z.B. GesamtelwelB, 

Albumin und IgG wahrend der Gesamtanwendung nahezu unbeelnflusst. 

Tabelle 1: DCM-assozierte Autoantlkorper (Antikorper gegen den 6i adrener- 
gen Rezeptor) Im Humanpiasma von Person 1 und Person 2 vor, wShrend und 
nach Behandlung mit der Affinitatschromatographiesaule. 

Die an die affinitatschromatographlschen Saule gebundenen Autoantlkorper 
wurden, nach Elutlon von der Affinitatsmatrlx, uber festphasengebundenes 
Peptid 1 sowie Peptid 2 auf Ihre bevorzugte BIndung an Peptid 1 oder Peptid 2 
uberpruft. Autoantlkorpertyp 1 bevorzugt die Bindung von Peptid 1 und Auto- 
antikorpertyp 2 bevorzugt die BIndung von Peptid 2. 
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Person 1 





MutoanciKorper ^ 
1,1 CI. cinneitenj 


Autoantikorper 2 

[%j 


vor Zvklus 1-4 




lUU 


nach Zvklus 1-4 






vor 7\/klijQ R-R 






nac!h Z\/kliic ^-ft 


I/O 


28 


vor Zyklus 9-12 


3,3 


57 


nach Zyklus 9-12 


2,0 


34 


vor Zykius 13-16 


1,9 


33 


nach Zyklus 13-16 


0,8 


14 


vor Zyklus 17-20 


1,7 


29 


nach Zyklus 17-20 


0,7 


12 


Person 2 


Plasnnaprobe 


Autoantikdrper 1 
[rel. Einheiten] 


Autoantikdrper 1 
[%] 


vor Zyklus 1-4 


6,1 


100 


nach Zyklus 1-4 


3,1 


51 


vor Zyklus 5-8 


3,8 


62 


nach Zyklus 5-8 


3,0 


49 


vor Zyklus 9-12 


3,5 


57 


nach Zyklus 9-12 


2,3 


38 


vor Zyklus 13-16 


2,8 


46 


nach Zyklus 13-16 


0,9 


15 


vor Zyklus 17-20 


1,7 


28 


nach Zyklus 17-20 


0,3 


5 
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Pa^entgnsprttchff 

1. Peptide mit der Aminosauresequenz 

X01-X02-X03-G-X04-X05-X06-X07-X08-X09-W-X10-X11-X12 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Acetylgruppe, Biotingruppe, Fluoreszenzmarker, 
Spacer, Linl<er oder Deletion 



X02 


= D,G,EJ, S Oder Deletion, 


X03 


= W,Y,F,G,T 


X04 


= T,S,A,G 


X05 


= L,F,Y,W 


X06 


= V,I,W,F,Y 


X07 


= S,A,C 


X08 


= G,D,E,N,Q 


X09 


= F,L,I,Y, 


XIO 


= E,Q,T,S,L 


Xll 


= Y,F,T,S,W 


X12 


= Amid, die freie Saure GKK, oder ein Spacer 1st 



und Peptide mIt der Aminosauresequenz 

X01-XD2-W-XD3-R-X04-X05-XD6-X07-X08-E-A-R-X09-X10-X11-X12-X13-X14-X15- 
X16-X17 

wobei 

XOl = Aminogruppe, Aminosaure, Peptid, Acetylgruppe, Biotingruppe, 
Fluoreszenzmarker, Spacer, Linker oder Deletion 
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X02 = H, E, Q, 
X03 = H, F, Y, W 
X04 = A, V 

X05 = G, T, E, S, D, N 

X06 = H, A 

X07 = D, N ,Q, E 

X08 = G, A, Oder eine Deletion 

X09 = D, N, R 

XIO = S, C, M 

Xll = H F, W, Y 

X12 = A, D, N/S 

X13 = D, N 

X14 = E, P 

X15 = R, K, T 

X16 = S, T, C, M Oder eIne Deletion 

X17 = Amid, freie Saure, GKK, SGKK Oder ein Spacer 1st. 

2. Peptid nach Anspruch 1 mit der Aminosauresequenz 

X01-X02-X03-G-X04-X05-X06-X07-X08-X09-W-X10-X11-X12 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Acetyigruppe, Blotingruppe, Ruoreszenz- 
marker. Spacer, Linker oder Deletion 

X02 = D,E,T, Oder Deletion, 

X03 = W,Y,T 
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X04 = T,S, 
X05 = UF, 
X06 = V,F, 
X07 = S, 
X08 = G,D,E, 
X09 = F,L, 
X10 = E,Q,T,L 
XI 1 = Y,T,S, 

X12 = Amid, die freie SSure, GKK, Oder ein Spacer ist, 
und Peptide mit der Aminosauresequenz, 

X01-H-W-X03-R-A-X05-S-D-X08-E-A-R^l-S-Y-X12-D-PLX15-Xl&-X17 
wobei 

XOl = Aminogruppe, Aminosaure, Peptid, Acetylgruppe, Bio- 
tingruppe, Fluoreszenzmarlcer, Spacer, Linlcer oder Deletion 

X03 = Y, W 
X05 = T, E, 

X08 = G, Oder eine Deletion 
X12 = A, N, 
X15 = K, T 

X16 = S, Oder eine Deletion 

X17 = Amid, die freie Saure GKK, SGKK oder ein Spacer ist. 
3. Peptide nach einem der AnsprQche 1 oder 2 ausgewShlt aus der Gruppe 
-TGSFFSELWTSR^ 
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EYGSFFSELWTSR^ 
TYGTLFSDFWLSR^ 
DWGTLVSGFWEYR2, 
DWGTLFSDFWQTR2 

R^ ein Saureamid, eine freie Saure Oder GKKR^ bedeutet, wobei R^ ein 
Saureamld oder eIne freie Saure 1st, 

mit der MaBgabe, dass pro Amlnosaureposition in der Sequenz maximal ein 
nichtkonservativer Aminosaureaustausch vorgenommen wird, wobei unter 
nichtl<onservativem Austausch ein Austausch von Aminosauren zwischen 
den nachstehend genannten Gruppen verstanden wir: 

Gruppe I: Leu, He, Val, Met, His, Trp, Tyr, Phe, 

Gruppe II: Glu, Gin, Asp, Asn, 

Gruppe III: Ser, Thr, Cys, Gly, Ala, Pro, 
Gruppe IV: Lys, Arg, 

und 

Peptide ausgewahit aus der Gruppe 

HWWRAESD-EARRSYNDPK-R^ 
HWYRATSDGEARRSYADPTSR^ 

mIt der MaBgabe, dass pro Aminosaureposltlon in der Sequenz maximal 
zwel nichtkonservative Aminosaureaustausche vorgenommen werden, wo- 
bei unter nichtkonservativem Austausch ein Austauscti von Aminosauren 
zwischen den nachstehend genannten Gruppen verstanden wir: 



Gruppe I : Leu, He, Val, Met, His, Trp, Tyr, Phe, 
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Gruppe II: Glu, Gin, Asp, Asn, 
Gruppe III: Ser, Thr, Cys, Gly, Ala, Pro, 
Gruppe IV: Lys, Arg. 

4. Peptide nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 

TGSFF SELWT SGKK-amid Oder frele Saure, 
E YGSFF SELWr SGKK-amid Oder freie Saure, 
T YGTLF SDFWL SGKK-amid Oder freie Saure, 

His-Trp-Trp-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Ser-Tyr-Asn-Asp-Pro- 
Lys-Amid Oder freie Saure, 

Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Amid Oder frele Saure, 

D WGTLV SGFWE Y amid Oder frele Saure, 

D WGTLF SDFWQ TGKK amid Oder frele Saure, 

H WYRAT SDGEA RRSYA DPTSG KK-amid Oder freie Saure, 

HWWRAESDEARRSYNDPKC-amId Oder freie SSure, 

Oder die jeweils N-terminal acetyllert sind, 

handelt. 

5. Peptide nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Peptide 
von AntikSrpem von Patienten mit Dilatativer Cardlomyopathie gebunden 
werden. 

6. Peptide nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Linker ausgewShIt wird aus der Gruppe, bestehend aus 

- a-Aminocarbonsauren sowie deren Homo- und l-leterooligomere 

- a,<D-Am|nocarbonsauren sowIe deren verzwelgte Homo- oder Heteroollgo- 
mere 
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- sonstige Aminosauren sowie die linearen und verzweigten Homo- Oder 
Heterooligomere (Peptide) 

- Amino-oligoalkoxy-alkylamine 

- Maieinimidocarbonsaure- Derivate 

- bligomere von All<ylaminen 

- 4-Alkylphenyl-Derivate 

- 4-Oligoalkoxyphenyl- Oder 4-Ollgoalkoxyphenoxy-Derivate 

- 4-Oligoalkylmercaptophenyl- oder 4-OligoalkyImercaptophenoxy-Derivate 

- 4-OligoaIkylaminphenyl- oder4-Oligoalkylaminyphenoxy-Derivate • 

- (Oligoalkylbenzyl)-phenyl- oder 4-(Oligoalkylbenzyl)-phenoxy-Derivate so- 
wie 4-(Oligoalkoxybenzyl)-phenyl- oder 4-(Ollgoalkoxybenzyl)-phenoxy- 
Derivate 

- Trityl-Derivate 

- Benzyloxyaryl- oder Benzyloxyalkyl-Derivate 

- Xanthen-3-yl-oxyalkyl-Derivate 

- (4-Alkylphenyl)- oder cD-(4-Alkylphenoxy)-alkansaure-Derivate 

- Oligoalkyl-phenoxyalkyI- oder Oligoalkoxy-phenoxyaikyl-Derivate 

- Carbamat-Derivate 

- Amine 

- Trialkylsllyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate 

- AikyI- Oder Aryl-Derivate 

- und Kombinationen davon. 

7. Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, dass 
die Peptide an eine Festphase gebunden sind. 

8. Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet, dass 
die Peptide iiber den Spacer an elne Festphase gebunden sirid. 

9. Arzneimittel enthaltend die Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 8. 
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10. Verwendung der Peptide nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zur Heretellung 
eines Arzneimlttels zur Behandlung mit von mit Pi-adrenerg aktiven Auto- 
antikSrpem in Verbindung stehenden Erl<ranlcungen, insbesondere Dilatati- 
ve C:ardiomyopathle. 

11. Verfahren zur Beliandlung von mit Si-adrenerg alrtiven Autoantikorpern in 
Verbindung stehenden Erkrankungen durcli Entfemung der Autoantikorper 
mittels von an eine Festphase gebundenen Peptiden nach Anspruch 6 Oder 
7. 

12. Vorrichtung zur Chromatographie enthaltend an eine Festphase gebundene 
Peptide nach Anspruch 6 Oder 7. 
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IPK 7 C07K 



Recheichieite aber ntcht zum Mindestprufstoft gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherctie Iconsultierte eleldronisctie Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , MEDLINE, WPI Data, CHEM ABS Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERUVGEN 



Kalegorie'* Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlicb unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



6 SCHNEIDER ET AL: "Peptide design by 
artificial neural networks and 
computer-based evolutionary search" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, US, NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCE. WASHINGTON. 
Bd. 95, Nr. 21, 

13. Oktober 1998 (1998-10-13), Selten 
12179-12184-12184, XP002127398 
ISSN: 0027-8424 
Abb 11 dung 1 

-/-- 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentltehungen 

*A* Veroffentlichung. die den ailgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht aia besonders t>edeutsam anzusehen ist 

*E* diteres Ookument, das jedoch erst am oder nach dem intemallonaten 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

*L* VerSfTentlichung. die geeignet ist einen Prforitatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder duicti die das VerOffentlichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten Veraffentlk^ung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Gmnd angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundfche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstetlung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P' Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspmchten Ptioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



•T" Spatere VenSffentlichung. cfie nach dem intemationalen Annr^ldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
AnmeMung nicht kollidiert sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der Utr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist »• 

•X* VeroffentUchung von t>esonderef Bedeutung; die beanspruchte Eifindung 
kann allein aufgmnd dteser Veroffemiichung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y* VerSffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit bemhend betrachtet 
werden. wenn die VerSffentlichung mit etner oder mehreren anderen 
Verdtrentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



1. Februar 2001 



Absendedatum des tntematk>nalen Recherchenberichts 



12/02/2001 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europfiisches Patentamt P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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C.(Foitsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Verdffentfichung, sowett erforderlich unter Angabe der m Betracht kommenden Teite 



Betr. Anspruch Nr. 



LIU H R ET AL.: "SCREENING OF SERUM 
AUTOANTIBODIES TO CARDIAC 
BETAl-ADRENOCEPTORS AND M2-MUSCARINIC 
ACETYLCHOLINE RECEPTORS IN 408 HEALTHY 
SUBJECTS OF VARYING AGES" 
AUTOIMMUNITY (1999) 29 (1) 43-51, 
XP000929153 
Tabelle II 

ELIES R ET AL.: "STRUCTURAL AND 
FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE B CELL EPITOPES 
RECOGNIZED BY ANTI-RECEPTOR AUTOANTIBODIES 
IN PATIENTS WITH CHAGAS' DISEASE" 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY (1996 NOV 1) 157 (9) 
4203-11, 

XP002142657 
Abblldung 1 

WALLUKAT G ET AL.: "AGONISTIC EFFECTS OF 
ANTI-PEPTIDE ANTIBODIES AND AUTOANTIBODIES 
DIRECTED AGAINST ADRENERGIC AND 
CHOLINERGIC RECEPTORS ABSENCE OF 
DESENSITIZATION" 

BLOOD PRESSURE SUPPLEMENT (1996) 3 31-6, 

XP000929115 
Selte 32, Spalte 1 



Foimblan PCT/ISAS10 (Foitselzuna von Blaa 2) (Jut 199S) 
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